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Glutamic-Oxaloacetic Transaminase (GOT) は自然界にひろく分布し， 活性も強く，古くから

数多くの研究がなされている。最近細胞上清岡分とミトコンドリア画分の双方に性質の異なる二種の

GOT が存在することが知られ，いわゆるアイソザイムとしても注目されている。森野らは牛肝臓よ

り両積 GOT を結晶状にとり出すことに成功したが，筆者はその方法を改良してプタ心臓に適用し，

両 GOT の反応動力学的，蛋白化学的，免疫化学的性質の差異をより一層明確にすることができた。

以後上清画分の GOT を s-GOT， ミトコンドリア両分の GOT を m-GOT と記載する。

〔実験方法〉

酵素活性測定:① 酵素， α ケトク勺レターノレ酸 (α一KG.) ，アスパラギン酸 (Asp.) を反応さ

せ，生ずるオキザロ酢酸を焦性ブドウ酸に変え，その 2.4-Dini trophen ydrazone として比色定量

する。③ 生成したオキザロ酢酸を Malic Dehydrogenase と DPNH を共存さすことによって還元

し，その際の DPNH の減少を測定する。

N 末端アミノ酸分析: Sanger の DNP 法， Edman の PTC 法によった口

分子量測定: Spinco Model E を用い，アーチパルド法によって求めた口

アミノ酸分析: 6 N-HCl, 24時間， l lO oC で加水分解後，アミノ酸自動分析機で行なった。(蛋

白研)

酵素:新鮮な豚心筋のO.25 M sucrose 溶液より Hogeboom の方法で上清両分とミトコンドリア

画分を得る。それより別々に硫安分間，熱処理， CM セノレローズカラム， DEAE セルローズカラム

によるクロマトグラフイーによって s-GOT では約500倍， m-GOT では約200倍に精製。濃縮液に



細砕した閏型硫安を徐々に添加して結品化した。

抗体:結晶 GOT を家兎の筋肉に Freund の complete adjuvant とともに注射し， 3 週間後追

加免疫を行ない，抗体活性が上昇している乙とを確めた後採血。 Kekwick の方法で r-グロプリンを

精製して用いた。

PCMB と SH 基の反応: Boyer の方法で 250mμ におけるメノレカプタイドの吸収増大で測定。

〔実験結果〕

① 反応動力学的生質

Malic Dehydrogenase-DPNH を共事Eさせて初速度を正確に測定し， Velick の方法で作図して基

質に対するKmを求めると， α-KG. !こ対しては s-GOT O.3mM , m-GOT l.OmM , Asp. に対して

は s-GOT 2.5mM , m-GOT O.5mM と，両者で異なる結果を得た。また乙の作図法より両 GOT

とも binary mechanism で反応が進行していることが解析された。

② 免疫化学的性質

すでに牛肝臓酵素の場合に示されている如く，豚心臓の場合にも両 GOT は全く異なった抗原性を

示すことが，酵素活性阻害，定量沈降反応， Ouchterlony のゲツレ内沈降反応で認められた。また，牛

肝臓酵素とはそれぞれ spur を形成した口

⑨ 蛋白化学的性質

(1) SH 試薬による影響: s-GOT は 6 つの SH 基が PCMB によって滴定されるが，最初に反応

する 2 つの SH 基は活性に影響を与えず，それ以後は PCMR と結合することにより次第に失

活する。これに対し m-GOT は 3 ケの SH 基までは活性に影響なく，それ以後徐々に影響が出

てくるが s-GOT にくらべるとその程度はゆるやかである。

(2) 尿素の影響:尿素中での安定性には s-GOT と m-GOT の問で著しい差異が認められた。す

なわち m-GOT は酸性側で著しく不安定で低濃度の尿素によって， また短時間に失活するが，

アルカリ性では比較的安定である。一方 s-GOT はあまり pH の影響をうけない。 8M尿素中

で分子量を計算すると， m-GOT はMになり， 解離のおこっていることが示されたが， s-GOT 

は解離がおこったという確証は得られなかった。

(3) アミノ酸分析:全体として両 GOT 聞に大きな差は認められないが， m-GOT ではメチオニン

とリジンが， s-GOT ではロイシンが他方より多い。

(4) N末端アミノ酸: s-GOT の N 末端がアラニンであり， それが 2 残基であることは既に報告

されている。筆者はそれを追試確認するとともに， m-GOT では DNP 法エーテノレ可溶部分よ

りペーパークロマト上 DNP セリンに相当するスポットを得，さらにそれを加水分解し，遊離の

アミノ酸としてペーパークロマトを行ないニンヒドリン発色でセリンであることを確認した。し

かしこの状態ではメチオニンの酸化物であるメチオニンスルフオキサイドも同じ態度を示すの

で， PTC 法を行ない， N 末端がメチオニンであることを否定した。収量を計算して残基数 2 と

決定し， m-GOT もダイマー構造をとっていることを示した。

〔総括〕

⑦ s-GOT と m-GOT は基質に対する Km が異なっているが，反応機構は同ーと考えられる。
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⑨ s-GOT と m-GOT は抗原性を全く異にする。

④ 酵素の SH 基と PCMB の結合によって活性に与える影響は両 GOT 間に差がある。

④ 尿素中で m-GOT はアノレカリ性よりも酸性の方が著しく不安定になるが， s-GOT は pH によ

る影響は著明でない口

⑤ 8M尿素中で m-GOT は分子量が半分になり，解離がおこっているものと J思われる口

⑤ アミノ酸組成は両 GOT 問で著しい差は認められず， m-GOT ではメチオニン， リジン， s-GOT 

ではロイシンが他方より多い。

⑦ N末端アミノ酸は s-GOT がアラニン， m-GOT はセリンである。残基数は両者とも 2 である口

論文の審査結果の要旨

Glu tamic-oxaloaceta te transaminase (GOT) は数多くのトランスアミネースの中でも， 各方面

から最も研究されている酵素である。最近， 細胞内局在を異にして二種の GOT が存在する乙とが

判り，アイソザイムとしても注目されているが，両酵素を詳細に比較検討した例は極めて少ない口特

に s-GOT (上清両分の GOT) はかなり詳しく研究されているが， m-GOT (ミトコンドリア画分の

GOT) については，ほとんど知られていない。著者は両 GOT を別々に均一な酵素としてとり出し，

反応動力学的，免疫学的，蛋白化学的に探索し，両 GOT が同じ酵素作用を有しながら，まったく異

なった蛋白構造を有している乙とを示した口すなわち，反応動力学では，基質や生成物の阻害を除き

初速度を正確に測定することにより，両者の反応は同ーの機構で進行するが，基質に対する親和性が

異なることを明らかにし，免疫学的にも交叉反応を示さないことから抗原性がまったく異なっている

ことを証明した。また SH 基がマスクされていく際の両者の活性に対する影響の現われ方や，尿素

溶液中で示す態度が両 GOT の聞に大きな差のある乙とを見出し，内部構造もかなり異なっていると

とを予想している。さらにアミノ酸分析， N 末端アミノ酸分析を行なって，両 GOT の違いを具体

的に証明した。すなわち， s-GOT の N 末端はアラニンであり， m-GOT の N末端はセリンであっ

た。またm-GOT が s-GOT 同様ダイマー構造であることも明らかにしたD

乙れらの実験結果は，蛋白合成の面からも，両 GOT が異なった遺伝子に支配されている可能性を

合んでおり，特にミトコンドリア内の蛋白代謝の面からも興味深く，将来えの発展性が期待できる。

アイソザイムを蛋白化学的に詳しく検討している例はわずかに乳酸脱水素酵素にみられるにすぎ

ず，本論文は今後のアイソザイム研究の道に大きく貢献したものとして，十分学位に値するものであ

る D
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